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(54) Procede de fabrication d'une composition a teneur elevee en a-lactalbumine. 

(§7) Procede pour la preparation d'une composition ayant, 
uTfe teneur elevee en a-lactalbumine. Ce procede com- 
prend les etapes consistant a ajuster a un pH de 2-4 ou 5 
ou plus, le petit lait de fro mage, le petit lait.de caseine 
acide ou le petit lait de caseine de la presure; a mettre en 
contact le petit lait avec un echangeur d'ions pour produire 
une solution ayant ete soumise a Pechangeur; et ensuite, a 
concentrer et/ou soumettre a un dessalement la solution 
ayant ete soumise a l'echangeur t le pH de la solution ayant 
ete soumise a I'echangeur etant a juste a 4 ou moins si ne- 
cessaire. Selon le procede, il est possible de produire de 
maniere efficace une composition ayant une teneur elevee 
en a-lactalbumine, a un faible cout et d'une maniere simple 
et facile, a I'echelle industrielle. La composition resultante, 
ayant une teneur elevee en a-lactalbumine, peut etre utili- 
see com me produit alimentaire ou comme prod u it pharma- 
ceutique. 
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PROCEDE DE FABRICATION D'UNE COMPOSITION A TENEUR 

1 0 ELEVEE EN a-LACTALBUMINE 

La presente invention a pour objet un procede de fabrication 
d'une composition ayant une teneur elevee en cc-lactalbumine 
provenant du petit lait. 

1 5 Etant donne que la proteine du petit lait presente une valeur 

nutritive et une aptitude d'utilisation elevees, comparee a la caseine 
et aux proteines du soja, on sait que la proteine du petit lait est 
utilisee comme produit de substitution pour le lait maternel ou 
comme source de proteine pour des compositions nutritives. En 

20 particulier, la p-lactoglobuline (designee ci-apres par "p-Lg"), qui 
est un des principaux composants du petit lait, n'est pas presente 
dans le lait maternel et agit comme allergene dans les allergies 
infantiles. En consequence, lorsqu'une proteine du petit lait est 
utilisee pour remplacer le lait maternel, il est recommande de 

2 5 reduire la p-Lg ou d'utiliser une substance ayant une teneur elevee 

en a-lactalbumine (designee ci-apres par "a-La"). 

Jusqu'a ce jour le petit lait, obtenu comme produit secondaire 
dans la fabrication de fromage ou de caseine, est utilise dans 
F alimentation telle quelle ou bien sous des formes variees, par 

3 0 exemple sous la forme d'un petit lait a faible teneur en lactose, le 

lactose etant elimine du petit lait, sous la forme de petit lait dessale 
obtenus par traitement a Taide de divers dispositifs, ou sous la 
forme d'un condensat de proteine de petit lait (designe ci-apres par 
"CPP") produit par traitement du petit lait par ultrafiltration. 
3 5 D'autre part, comme procede de fractionnement des proteines du 
petit lait contenues dans le petit lait en composants individuels, il a 
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ete propose un procede pour reduire la p-Lg ou un procede pour 
fabriquer une composition ayant une teneur elevee en a -La. 

Comme procede de separation et de recuperation d'une 
fraction ayant une teneur elevee en a -La, il a ete propose divers 
5 procedes tels que ceux decrits par Kuwata et al. (J. Food Sci., 50 
(1985), R.J. Pearce (Aust. J. Dairy Technol., 42 (1987) et 
JX. Maubois et al. (demande de brevet japonais non examine 
publie (designe ci-apres par "LP. Kokai") Sho n° 56-36494). Ces 
procedes utilisent le petit lait comme produit de depart et 

1 0 exploitent la difference entre les proprietes physiques et/ou 
chimiques des divers types de proteine du petit lait. Toutefois, ces 
procedes presentent divers inconvenients constitues par la 
complexite de leurs etapes ; leur consommation elevee en energie ; 
leur faible rendement ; et le fait qu'ils provoquent des 

1 5 modifications irreversibles des proteines. En consequence, ils ne 
sont pas acceptes comme etant des procedes praticables a Techelle 
industrielle. 

Comme procede pour la recuperation des proteines du petit 
lait a une concentration elevee, il a ete propose des- procedes 

20 utilisant un echangeur d'ions, comme decrit par J.N. de Wit et al. 
(Neth. Milk Dairy J. 40 (1986)) et J.S. Ayers et aL (New Zealand 
J. Dairy Sci. and Tech., 21 (1986)). Toutefois, dans ces procedes, la 
plus grande partie de la solution ayant ete soumise a l'echangeur 
d'ions (designee ci-apres par "solution ayant ete soumise a 

25 rechangeur"), comme produit secondaire, est simplement utilisee 
pour la preparation de lactose, et il n'a pas ete propose de procede 
pour utiliser extensivement les proteines du petit lait contenues 
dans la solution ayant ete soumise a l'echangeur d'ions. 

L'objet de la presente invention est de fournir un procede 

3 0 pour la separation et la recuperation efficaces de Tot -La a partir du 
petit lait de fromage, du petit lait de caseine acide ou du petit lait 
de caseine de la presure. 

Les presents inventeurs ont effectue des recherches 
approfondies pour atteindre Tobjectif ci-dessus et ont decouvert 

3 5 que cet objectif pouvait etre atteint, par ajustement du petit lait de 
fromage, du petit lait de caseine acide ou du petit lait de caseine de 
la presure a un pH de 2-4 ou 5 ou plus, par mise en contact du petit 
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lait avec un echangeur d'ions pour produire une solution ayant ete 
soumise a l'echangeur d'ions ; et ensuite, par concentration et/ou 
dessalement de la solution ayant ete soumise a l'echangeur, si 
necessaire, apres ajustement du pH de la solution ayant ete soumise 
a l'echangeur a une valeur de 4 ou moins. De preference, la solution 
ayant ete soumise a l'echangeur est concentree et cristallisee pour 
eliminer le lactose. De preference encore, la solution ayant ete 
soumise a l'echangeur est sechee et transformee en poudre pour 
produire une composition ayant une teneur elevee en a-La. De plus, 
il est preferable que la solution ayant ete soumise a l'echangeur, 
et/ou une liqueur mere apres elimination du lactose, soit ajustee a 
un pH inferieur a 4 et ensuite, soumise a une ultrafiltration, a l'aide 
d'une membrane d'ultrafiltration ayant une masse moleculaire 
d'exclusion de 10 000 a 50 000 daltons, pour eliminer la teneur 
en lactose et en cendres tout en eliminant de facon efficace le 
glycomacropeptide de K-caseine (designe ci-apres par "GMP") 

contenu dans le petit lait du fromage, ce qui permet d'elever la 
teneur en a-La. 

Le petit lait tel que le petit lait du fromage, le petit lait de la 
caseine acide ou le petit lait de la caseine de presure, utilisable 
comme produit de depart de la presente invention, est un produit 
secondaire obtenu lors de la separation du fromage, de la caseine 
acide ou de la caseine de presure d'avec un lait tel que le lait de 
vache, le lait de chevre et le lait de brebis. Du fait que de faibles 
quantites de caillebotte ou de graisse restent souvent dans le petit 
lait, il est preferable de les eliminer prealablement a l'aide d'un 
separateur de creme ou d'un clarificateur. Afin que les proteines du 
petit lait telles la 0-Lg soient adsorbees de facon efficace sur un 
echangeur d'ions, le petit lait doit etre prealablement concentre a 
l'aide d'un dispositif d'ultrafiltration. De plus, le petit lait peut etre 
prealablement dessale a l'aide d'un dialyseur electrique et/ou d'une 
resine echangeuse d'ions. 

Comme echangeur d'ions, on peut utiliser tout type 
d'echangeurs d'ions, y compris les echangeurs d'ions mineraux et 
les echangeurs d'ions organiques, comprenant les echangeurs 
anioniques ou les echangeurs cationiques. Les echangeurs 
anioniques ou les echangeurs cationiques sont utilises en fonction 
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du pH du petit lait. Dans le cas ou Ton utilise des echangeurs 
anioniques, le pH est ajuste a 5 ou plus. Comme produit pour ajuster 
le pH, on peut utiliser toutes sortes de substances. Par exemple, on 
peut utiliser des alcalis tels que l'hydroxyde de sodium, l'hydroxyde 
5 de potassium, l'hydroxyde de calcium, le carbonate de potassium, le 
citrate de sodium, etc. Selon une variante, le petit lait dessale, qui a 
ete dessale a l'aide d'une resine echangeuse d'ions et qui presente 
un pH d'environ 5 a 12, peut etre utilise pour ajuster le pH. Dans le 
petit lait dont le pH a ete ajuste a 5 ou plus, la plus grande partie 

1 0 des proteines du petit lait est chargee negativement. Lorsque ce 
petit lait est mis en contact avec un echangeur anionique, la p-Lg, 
un des principaux composants, est adsorbe selectivement sur 
l'echangeur d'ions, par rapport a Ta-La. II en resulte que 1'oc-La et 
une partie du GMP sont recuperees separement sous la forme d'une 

1 5 solution ayant ete soumise a l'echangeur. 

Dans le cas ou Ton utilise un echangeur cationique, le pH du 
petit lait est ajuste a une valeur de 2 a 4. Comme substance 
permettant d'ajuster le pH, on peut utiliser n'importe quel type de 
substance. Par exemple, on peut prendre un acide tel que l'acide 

20 chlorhydrique, l'acide sulfurique, l'acide acetique, l'acide lactique et 
l'acide citrique. Le petit lait dessale, qui a ete dessale a pH 
d'environ 1 a 4, peut etre utilise pour ajuster le pH. Dans le petit 
lait dont le pH a ete ajuste a une valeur de 2 a 4, la plus grande 
partie des proteines du petit lait est chargee positivement, alors 

25 que le GMP est charge negativement. Lorsque ce petit lait est mis 
en contact avec un echangeur cationique, la p-Lg, qui est un des 
principaux composants, est adsorbee selectivement sur Techangeur 
d'ions, comparee a la oc-La. En consequence, Toe-La et la plus grande 

partie du GMP sont recuperees separement sous forme de solution 

3 0 ayant ete soumise a l'echangeur. 

Comme techniques provoquant Tadsorbtion des proteines du 
petit lait sur l'echangeur d'ions, il existe des techniques connues 
telles que celles decrites par J.N. de Wit et al. et J.S. Ayers et al., 
comme mentionne ci-dessus. Ces techniques utilisent un echangeur 

3 5 d'ions ayant un groupe echangeur d'ions tel qu'un groupe 
methylammonium quaternaire (MAQ) ou un groupe 
diethylaminoethyle, et un echangeur cationique ayant un groupe 
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echangeur tel qu'un groupe carboxymethyle ou un groupe 
sulfonate. Ces techniques sont utilisees pour preparer les proteines 
du petit lait isolees (PPI) en provoquant Tadsorption des proteines 
du petit lait sur un echangeur d'ions. Dans ces techniques, la 
5 solution ay ant ete soumise a Techangeur est utilisee simplernent 
comme petit lait deproteine pour preparer le lactose. De plus, on ne 
prend pas en consideration Tutilisation efficace de Fa -La dans la 
solution ayant ete soumise a Techangeur d'ions. Les presents 
inventeurs ont decouvert que lorsqu'on fait passer le petit lait sur 

10 un echangeur d'ions apres que son pH ait ete ajuste, Tot -La est 
contenue dans la solution ayant ete soumise a Techangeur et est 
separee et recuperee de fa9on efficace. La solution ayant ete 
soumise a Techangeur ainsi obtenue peut etre utilisee telle quelle 
comme composition ayant une teneur elevee en a -La. Selon une 

1 5 variante, la solution peut etre concentree et/ou dessalee ou, si 
necessaire, sechee et transformee en poudre. De plus, la solution 
ayant ete soumise a Techangeur peut etre concentree et cristallisee 
pour eliminer le lactose et former une liqueur mere, qui peut etre 
alors utilisee comme composition ayant une teneur elevee en a -La. 

2 0 La concentration peut etre effectuee dans un evaporateur. La 
cristallisation peut etre realisee par refroidissement ou par addition 
d'un germe de cristal. Afin d'obtenir une composition ayant une 
teneur en a -La bien plus elevee, il est preferable qu'avant la 
concentration ou le dessalement de la solution ayant ete soumise a 

2 5 Techangeur ou de la liqueur mere ou d f un melange de ces produits, 

le pH soit ajuste a une valeur de 4 ou moins. La concentration peut 
etre realisee sous vide ou par ultrafiltration. Le dessalement peut 
etre realise par dialyse electrique, echange d'ions, ultrafiltration ou 
diafiltration. La diafiltration est une technique permettant d'elever 

3 0 encore la teneur en proteines, dans laquelle le liquide, qui a ete 

concentre dans une certaine mesure, est soumis a une ultrafiltration 
tandis que de Teau est ajoutee simultanement et que la solution 
ayant ete soumise est soutiree. II est preferable que T ultrafiltration 
soit realisee a Taide d'une membrane d'ultrafiltration ayant une 
3 5 masse moleculaire d'exclusion de 10 000 a 50 000 daltons. 
Lorsque la masse moleculaire d'exclusion de la membrane 
d'ultrafiltration est inferieure a 10 000 daltons, il devient difficile 
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de faire passer et de fractionner le GMP. Lorsque la masse 
moleculaire d'exclusion de la membrane d'ultrafiltration est 
superieure a 50 000 daltons, Ta-La passe conjointement avec le 
GMP et en consequence, il est pratiquement difficile de conduire le 
5 fractionnement. En d'autres termes, le GMP est present sous forme 
de monomere (MM : 9 000) a un pH de 4 ou moins, alors qu'il est 
present sous forme de polymere (MM : 40 000 a 50 000) a un pH 
superieur a 4. En consequence, il est preferable d'utilisdr une 
membrane d'ultrafiltration ayant une masse moleculaire d'exclusion 

1 0 dans la gamme mentionnee ci-dessus afin d'eliminer de fa?on 
efficace le GMP a partir de la solution ayant ete soumise a 
l'echangeur et elever ainsi la teneur en a -La. 

Selon la presente invention, il est possible de produire une 
composition ayant une teneur elevee en a -La a un faible cout et 

1 5 d'une maniere simple a l'echelle industrielle, par mise en contact du 
petit lait avec un echangeur d'ions apres ajustement du pH du petit 
lait. La composition a teneur elevee en a -La ainsi obtenue peut etre 

utilisee a Techelle industrielle comme produit alimentaire ou 
produit medicinal et en consequence, c'est une composition tres 
20 utile. 

EXAMPLES 

La presente invention sera mieux comprise en se referant aux 
25 exemples non limitatifs ci-apres, 

EXEMPT E DE REFERENCE 1 

Cent kilogrammes de petit lait de cheddar, dont le pH a ete 
3 0 ajuste a 3,5 par de Tacide chlorhydrique, sont melanges avec 
3 litres d'Indion S3 fournis par Phoenix Chemicals 
(Sulfopropylcellulose, carboxymethylcellulose) comme echangeur 
cationique, agites lentement pendant 20 heures et ensuite, separes 
a l'aide d f un filtre en une solution ayant ete soumise a l'echangeur 
3 5 et en l'echangeur cationique. La solution ayant ete soumise a 
l'echangeur ainsi obtenue (99,2 kg) contient 5,5 g/100 g de 
substances solides, 0,6 g/100 g de proteine et 0,2 g/100 g d'a-La. 
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L'a-La est determinee quantitativement par electrophorese 
(methode de Laemmli) comme decrit par Laemmli V. K. ; dans 
Nature, 227, 680 (1970). 



5 EXEMPLE DE REFERENCE 2 



On fait passer 100 kg de petit lait de caseine de la presure, 
dont le pH a ete ajuste a 6,5 a l'aide d'hydroxyde de sodium, sur 
une colonne chargee avec 4 litres de Sepharosil MAQ (Silica-MAQ) 
1 0 fabriquee par Rhone Poulenc, en tant qu'echangeur anionique, a une 
SV de 2,5 pendant 10 heures. La solution ayant ete soumise a 
l'echangeur (99,0 kg) contient 5,8 g/100 g de substances solides, 
0,7 g/100 g de proteine et 0,4 g/100 g d'a-La. 



15 EXEMPLE DE REFERENCE 3 



La solution ayant ete soumise a l'echangeur, obtenue dans 
l'exemple de reference 1, est concentree jusqu'a une teneur en 
substances solides de 60 %, a l'aide d'un evaporateur, et ensuite 
20 cristallisee pour eliminer le lactose. La liqueur mere (6,4 kg), 
obtenue apres lavage a l'eau du lactose cristallise, contient 
35,0 g/100 g de substances solides, 9,0 g/100 g de proteine et 
2,8 g/100 g d'a-La. 



25 EXEMPLE DE REFERENCE 4 



La solution ayant et6 soumise a l'echangeur, obtenue dans 
l'exemple de r6f6rence 2, est concentree jusqu'a une teneur en 
substances solides de 55 %, a l'aide d'un evaporateur, et ensuite, 
3 0 elle est cristallisee pour eliminer le lactose. La liqueur mere 
(8,6 kg) obtenue, apres lavage a l'eau du lactose cristallise, contient 
40,0 g/100 g de substances solides, 8,0 g/100 g de proteine et 
4,5 g/100 g d'a-La. 

35 



2671697 

8 



EXEMPLE 1 



Le pH de la solution ayant ete soumise a 1'echangeur, obtenue 
dans l'exemple de reference 2, est ajuste a 3,4 a l'aide d'acide 
5 chlorhydrique et la solution est ensuite soumise a. une 
ultrafiltration a l'aide d'une membrane d'ultrafiltration ayant une 
masse moleculaire d'exclusion de 20 000 daltons. La solution 
concentree resultante est ensuite soumise a un dessaiemeht par 
diafiltration. La solution dessalee et concentree resultante (8 kg) 
10 contient ll,5g/100g de substances solides, 8,5 g/100 g de 
proteine et 4,2 g/100 g d'oc-La. Cette solution est encore 
concentree puis sechee de maniere classique pour donner 0,90 kg 
de poudre. 

15 EXEMPLE 2 



5,6 kg d'eau sont ajoutes a la liqueur mere obtenue dans 
l'exemple de reference 3. Le pH du melange resultant est ajuste a 

3.8 a l'aide d'acide citrique et ensuite, le melange est soumis a une 
2 0 ultrafiltration a l'aide d'une membrane d'ultrafiltration ayant une 

masse moleculaire d'exclusion de 10.000 daltons. La solution 
concentree obtenue est soumise a un dessalement par diafiltration. 
La solution dessalee et concentree obtenue (5 kg) contient 

7.9 g/100 g de substances solides, 6,0 g/100 g de proteine, et 
25 3,5 g/100 g d f a-La. Cette solution est encore concentree puis 

sechee selon des methodes connues pour donner 400 g de poudre. 



EXEMPLE 3 



3 0 Le pH de la solution ayant ete soumise a Techangeur, obtenue 

dans l'exemple de reference 2, est ajuste a 6,4 a Taide de NaOH et 
ensuite, la solution est soumise a une ultrafiltration a l'aide d'une 
membrane d'ultrafiltration ayant une masse moleculaire d'exclusion 
de 50 000 daltons. La solution concentree resultante est ensuite 

3 5 soumise a un dessalement par diafiltration, a l'aide de la meme 
membrane d'ultrafiltration. La solution dessalee et concentree 
obtenue (10 kg) contient 15,0 g/100 g de substances solides, 
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5,5 g/100 g de proteine et 1,9 g/100 g d'a-La. Cette solution est 
encore concentree puis sechee de maniere classique pour donner 
1 ,45 kg de poudre. 

5 EXEMPLE 4 

5,6 kg d'eau sont ajoutes a la liqueur mere obtenue dans 
Texemple de reference 4. Le melange resultant est soumis x a une 
ultrafiltration a l'aide d'une membrane d'ultrafiltration ay ant une 

10 masse moleculaire d'exclusion de 2 000 daltons. La solution 
concentree resultante est soumise a un dessalement par 
diafiltration a l'aide de la meme membrane d'ultrafiltration. La 
solution dessalee et concentree resultante (8 kg) contient 
16,7 g/100 g de substances solides, 10,0 g/100 g de proteine, et 

15 6,2 g/100 g d'a-La. Cette solution est encore concentree puis 
sechee de maniere classique pour donner 900 g de poudre. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede pour la preparation d'une composition ayant 
une teneur elevee en cc-lactalbumine, comprenant les etapes 

5 consistant a : 

(a) ajuster le pH du petit lait de fromage, du petit lait de 
caseine acide ou du petit lait de caseine de presure a une valeur de 
5 ou plus ; 

10 

(b) mettre en contact le petit lait avec un echangeur 
anionique pour produire une solution ayant ete soumise a 
l'echangeur ; 

1 5 (c) ajuster le pH de la solution ayant ete soumise a 

l'echangeur a une valeur de 4 ou moins ; et ensuite 

(d) concentrer et/ou dessaler la solution ayant ete soumise 
a l'echangeur. 

20 

2. Procede selon la revendication 1, comprenant en outre 
une etape consistant a concentrer et cristalliser la solution ayant ete 
soumise a l'echangeur, provenant de Tetape (b), pour en eliminer le 
lactose, et produire une liqueur mere. 

25 

3. Procede selon la revendication 2, comprenant en outre 
une etape consistant a ajouter de l'eau a la liqueur mere pour 
preparer une liqueur mere diluee, et a utiliser la liqueur mere 
diluee comme la solution ayant ete soumise a l'echangeur de 

3 0 l'etape (c). 

4. Procede selon la revendication 1, dans lequel, dans 
Tetape (d), la solution ayant ete soumise a Techangeur est soumise 
a un dessalement par diafiltration a Taide d'une membrane 

3 5 d'ultrafiltration ayant une masse moleculaire d'exclusion de 
10 000 - 50 000 daltons. 
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5. Procede selon la revendication 1, comprenant en outre 
une etape consistant a secher et a transformer en poudre la solution 
ayant ete soumise a Techangeur de Tetape (d). 

5 6. Procede pour la preparation d'une composition ayant 

une teneur elevee en a-lactalbumine, comprenant les etapes 
consistant a : 

(a) ajuster le pH du petit lait de fromage, du petit lait de 

1 0 caseine acide ou du petit lait de caseine de la presure a une valeur 

de 2-4 ; 

(b) mettre en contact le petit lait avec un echangeur 
cationique pour produire une solution ayant ete soumise a 

1 5 Techangeur ; 

(c) ajuster le pH de la solution ayant ete soumise a 
Techangeur a une valeur de 4 ou moins ; et ensuite 

2 0 (d) concentrer et/ou dessaler la solution ayant ete soumise 

a Techangeur. 

7. Procede selon la revendication 6, comprenant en outre 
une etape consistant a secher et a transformer en poudre la solution 

25 ayant ete soumise a Techangeur de Tetape (c). 

8. Procede selon la revendication 6, comprenant en outre 
une etape consistant a concentrer et cristalliser la solution ayant ete 
soumise a Techangeur apres Tetape (b) et avant Tetape (c), afin 

3 0 d'en eliminer le lactose et produire une liqueur mere. 

9. Procede selon la revendication 8, comprenant en outre 
une etape consistant a aj outer de Teau a la liqueur mere pour 
preparer une liqueur mere diluee et ensuite, a utiliser la liqueur 

3 5 mere diluee comme la solution ayant ete soumise a Techangeur de 
Tetape (c). 
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10. Procede selon la revendication 6, dans lequel, dans 
l'etape (c), la solution ayant ete soumise a I'echangeur est soumise 
a un dessalement par diafiltration a l'aide d'une membrane 
d'ultrafiltration ayant une masse moleculaire d'exclusion de 
10 000 - 50 000 daltons. 



it 



